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(Fujimoto and Yamagishi， 1987)、このような環状DNAの解析によ って免疫グロプ
リンの軽鎖κ鎖定常領域の削除 (Shimizuet札， 1991:参考論文1)や、重鎖組換え
の特徴について解析を行った (Shimizuand Yamagishi， 1992:参考論文3)。核内に
存在する染色体外小環状DNAは、発生 (Yamagishiet al.， 1983)、分化 (Toda加 d
Yamag凶 i，1984、Iwasatoetal， 1993:参考論文6)、老化 (Kunisadaet al.， 1985)、
腫蕩化 (Yamagishiet札 1984)にともないその誌や長さに変化が見られるが、免疫


















(m司orhis肌 ompatib ility∞mplex: MHC)分子に結合した抗原ペプチドをTCRによ
って特異的に認識する。 c孔はクラスI型、百1はクラスI型ル凹Cに結合したペプチ
ドを認識する。この認識が成立するとT細胞は活性化され、その役割を発揮する。
いくつかのクラスI型 (Saperet乱， 1991、Maddenet a1.， 1992)、ク ラスI型
(Brown eta1.， 1993)聞配分子についてその立体構造が解析され、またそれに結合
する抗原ペプチドの配列についての研究が進んでいる (Rudenskyet a1.， 1991、
Engelh訂d，1994)。またMHC-抗原ペプチド複合体の立体構造についての解析も行





限局巣形成ウィルス (spleenfocus-fonning virus: SFFV) とヘルパーウィルスとして
のフレンド白血病ウィルス (Friendmurine leukemia virus: F・MuLV)からなるレトロ
ウイルスで、感受性のマウスに接種すると重篤な免疫不全と急性赤白血病を引き起
こす。赤芽球前駆細胞のポリクローナルな増殖は、 SFFV'のen吋宣伝子によってコー
ドされたgp55によって誘導される(Aizawaet a1.， 199仏 Liet a1.， 1990)。その後、
ウイルスのLTRの染色体への組み込みにより、癌遺伝子の活性化や癌抑制遺伝子の
不活性化が起こり、モノクローナルな赤白血病が生じる(Ik:awaet a1.， 1992) 0 FV 
に対する感受性は、宿主のMHC遺伝子型に依存しており、クラスI型ではDb、H型
ではI-Abを持つときに抵抗性が高い (Chesebroet a1.， 1990)。特にI-Abの影響の強
さが示されていることから (Morrison目乱， 1987、Miyazawaet a1.， 1988)、τbの重
要性が強調されている。 CILは白血病からの回復に、百1はその状態の維持に重要で




るT細胞クローンが樹立された(Matsubayashiet a1.， 1990、Hiramaeta1.， 1991)。そ
のうちの多くはCD8+のCTLであり、CD4+を示すThクローンは 4株 (SB14-31、





















xPxxxx) (Rudensky et al.， 1992) を持っていなかったo そこでこのペプチドについ
て各アミノ酸残基の機能について詳しく解析したo ペプチドの短縮と各アミノ酸残
基のアラニン置換を行い、 MHCへの結合に必要な残基とTCRによって認識される




Gautam et al.， 1992、Jorgensenet al.， 1992吋 Williamset al.， 1993)。今回、ひとつの
抗原ペプチドが複数の百クローンによって異なる反応性を持って認識されること









(Moloney rnurine leukernia virus: M-MuLV)で誘発された腫蕩細胞h在BL・2はB6マウ
スに腹水型で継代した (Matsubayashiet al.， 1990)。腫務細胞F下5は、京都大学医
学部免疫研究施設において、新生仔B6マウスにFVを接種することにより確立され
たo これらの腫第細胞は、 invitroで10%牛胎仔血清を加えたRPMI1640培地中で培





(1 washiro et al.， 1993)。これらのThクローンは、 invitroでは放射線で不活性化し
たFBL-3細胞(1∞Gy) とAPCとしての同系マウスの牌臓細胞 (2∞y) とともに
hurnan recornbinant IL-2f存在下で継代した。Thクローンの維持に用いた完全培地は、
10%牛胎仔血清、 5x10-SM2・メルカプトエタノール、 1∞U/rnlペニシリン、 1∞μg/rnl
ストレプトマイシンを含むRPMI1640(日水)である。
4. rVVの作製とこれを発現する細胞
ワクシニアウイルス発現ベクターpSC11-SS (Chakrabarti et al.， 1985、Iwashiroet 





Lilly， 1991)に感染させた (Iwashiroet a1.， 1993)。細胞株Df45は、 B-2にSFFVとF-
MuLVの両者を感染させたものである (Ruanand Lilly， 1991)。
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methyloxycarbonyl (Fm∞)国相法(町y加ld加 dSheppard， 1986)によって合成した。
合成には、 Acr350型 multiplepeptide synthesizer (Adv組制ChemT，帥社)もしくは








C18逆相カラムを用いた高速液体クロマトグラフィーを用いて、 H20/0.1 % 
出fluoroaceticaci dに対するアセトニトリルの濃度勾配によって精製した。
6 .百1クローンの増殖測定
放射線照射 (2∞y) したマウス牌臓細胞 (5x105)をAPCとして用い、放射線照












縮した。 4x106のT細胞を、 APCとして2x106の放射線照射 (2∞y) したB6マウスの












et札， 198θ 、抗1・Eα (14-4-4S)、抗I-As(25-9-17S) (American Type Culture 


















来の百 クローンF5・5は、 MRlにのみ反応し(表 1)、他のクローンとは違う env領
域のC端付近にある抗原ペプチドを認識することがわかった。
9 
細胞 発現している [3H] TdR uptake (kcpm) 
Recombinant VV 。 10 20 30 40 
82 Influenza HA 
(v36) 空軍
82 F-MuLV env m~~A'H~回~
(p4・4) 脱線機織線機織臨櫛欄欄鰍繍灘雌鶴雌蹴敏~監勿必必必必必;zm.1
82 SFFV env 圃 5814・31
(r23・30v) fBj 8L4L・23
82 F-MuLV gag 園 8L4L・30
(r9・288) 図 F5・5











SB14-31 BlAL-23 BlAL-30 F5-5 
培地のみ 53:H8 304:t118 85:t44 62:t26 
A陀のみ 197:t17 373:t54 307:t176 98O:t115 
APC +FBL~3 5，499:t2，153 32，701:t471 2，25O:t89 2，748:t581 
APC +B2 VV -influenza hemagglutinin 17005 48001 238:t47 266:t130 
APC +B2 p4-4 (F・MuLVenv) 44，113土1，306 60，621:t3，118 17，574:tl，384 10，161土282
AP<ご +B2 MRl (BamHI-RsI) 38，668却72 42，918却，116 19，653:t2，964 11，603:t2，100 
A陀 +B2 MR2 (BamHI-BstEm 39，179土2，203 35，697:t987 20，759:t938 156:t16 
AP<ご +B2 MR3 (BamHI-Hincm 28，395:t3，558 20，029:t3，469 21，466土3，365 124:t29 
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I3H1TdR uotake (kcprt) 
刺激細胞 抗体 。 5 10 15 20 25 
APC alone 
APC + F-MuLVenv 462・479
APC+ F・MuLVenv 462-479 anti+AJ3 mAb 
APC+ F・MuLVenv462・479 anti-I-EαmAb 






























































































































































































































































































































































SB14・31(1) BlAL・23(町 BP2・6(町 BP3-7(皿)
fn20 DEPLTSLTPRCNTAWNRLKL 1.∞ 1.∞ 1.00 1.∞ 
fn16 DEPLTSLTPRCNTAWN 0.27 0.15 <0.01 0.81 
fn13 LTSLTPRαIJTAWN 0.07 0.01 く0.001 0.05 



































った。 BPl-2は百ポ、 Pro9(f9、f5)置換ペプチドに反応しないo BPl・3はLeu
4、





















































































































































































































































































































































































































































































































SB14・31(1) BlAL・23(11) BP2・6(1) BP3-7(皿) BP3・13(皿) BP1-2(IV) BP1・3(IV)
(2 ー-----ー一一ーーー-ー-A-ー ーー 1.0 0.41 0.45 0.67 0.45 0.13 * 
f_l ーー 一ー ーーーーーーーーー-A-ーーー一 3.5 0.13 0.8 0.56 0.52 0.10 唱除
f020 DEPLTSLTPRCNTAWNRLKL 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 
f1 ーーーーー一一一一ー宇-A-ーーーーーー くO.∞4
ら ーーーーーーー一一ー-A-ーーーーーーー <0.004 くO.∞2 <0.02 <0.03 
ーーーーーーーー ー-A-ーーーーーー山一 1.4 1.0 4.9 1.3 1.3 0.35 16 
九 ーー ーーーー 一ー-A-ー ーーー ーー--- く0.004 <0.02 く0.03
f5 ーーー一一ーー-A-ーーーーーーーーーー 0.52 0.12 0.11 0.88 0.31 0.04 0.31 
ら ー一ーー一一-A-ー ーーーーー ーー --- く0.004 0.15 
f守 --一一一-A-ーーーーーーーーー巴ーー くO.ぽ泊2 くO.∞6 7.5 
ー一一一-A-ーーーーーーーーーー一一一 1.3 1.0 0.87 1.0 0.88 0.89 1.0 
ら ー一一-A一一一一ーー ーー ーーーーー-- 0.54 0.24 0.45 1.3 0.72 く0.03 0.12 C『T〉
flO ー--A-ー ーーーーーーーーーーーーー 0.86 1.9 1.7 1.7 1.9 2.9 6.6 
表4 アラニン置換ペプチドに対する百 クローンの反応性









































ド抗原 (multipleantigen peptide: MAP) は、効率良く免疫を誘導できる (Tam，1988、















LTSL TPRCNT A WN-一一一Lys一一一一寸
LTSLTPRCNT A WN一一一一-， I 
LTSLTPRCNT A WN一一一ー Ly:s一一ー もys一一一一寸
LTSLTPRCNTAV{N I I 
LTSLTPRCNT A WN一一一一ιys-一一一寸 | 


























1∞ 10 0.1 
peptide (μM) 
0.01 o.∞1 
















































































































認識していると考えられる (:M.atsubayashi，et al.， 1990)。本研究でふたつの百ク ロ
ーンSB14-31、BL4L・23は同一のペプチドを認識していることが明らかとなったが、
そのTCRα鎖戸鎖は異なる (SB14-31はVa4Jα22/VsIDsJs2.5'BL4L-23はVα4レ
















































































弱いことから (Morrisonet乱， 1987、Miyazawaet al.， 1988)、このペプチドの重要
性が示唆される。さらにI-Abに3箇所の突然変異があるI_Abm12を持つマウスの牌細
胞をAPCとするとこのペプチドは提示されることができない(栗林ら、未発表結果)。
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